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Verfahren zur Detektion von Fluoreszenzlicht 



Die Detektion einzelner Fluorochrome in mehrfach markierten stark Licht streuenden Proben 
kann bisher durch die Auswahl der Anregungswellenlangen im sichtbaren Bereich und der 
Verwendung von entsprechenden Emissionsfiltern durchgefuhrt werden. 
Bei iiberlappenden Emissionsspektren kann die Erfassung von Emissionsspektreri mit an- 
schlieBender Regressionsanalyse durchgefuhrt werden (Schafer Patent). Die dabei 
verwendeten Detektoren sind in der Regel PMTs, die sich im Lichtweg hinter der Scanoptik 
des Mikroskops befinden. Dabei ist die Eindringtiefe des visuellen Lasers in Abhangigkeit 
von der Probe z. T. stark limitiert. 

Die Verwendung eines Multiphotonenlasers bei der Erzeugung von Fluoreszenz in gefarbten, 
stark lichtstreuenden Proben lasst auch die Detektion der Emissionssignale mit Filtern zu. 
■W.t Dabei konnen Fluoreszenzsignale voneinander getrennt werden, deren Emissionsspektren 
nicht oder nur geringfugig uberlappen. Eine sequentielle Anregung der einzelnen 
Fluorochrome mit der benotigten Wellenlange verbunden mit der Detektion des jeweiligen 
Signals (Multitracking) ist bei der Multiphotonenmikroskopie meist nicht moglich, da mit 
diesem Verfahren oft mehrere Fluorochrome gleichzeitig mit einer Wellenlange angeregt 
werden, da sie breitere Anregungsspektren als bei Einphotonenanregung aufweisen. 
Bei stark iiberlappenden Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome konnen auch in der 
Multiphotonenmikroskopie die Emissionssignale spektroskopisch xiber einen PMT Array mit 
vorgeschaltetem dispersivem Element (US 6,403,332) erfasst und anschlieBend fiber 
Regressidnsanalyse getrennt werden. 

Bei all diesen Verfahren stellt sich das Problem, dass Fluoreszenzsignale in tiefen Bereichen 
~*3P> von stark streuenden Proben zwar erzeugt aber nur noch ungemigend detektiert werden 
konnen. 

Das Problem wird dxirch die Merkmale der Patentanspruche gelost. 
Die Erfiridung verbindet die Erstellung eines Anregungsspektrums mit Hilfe eines durch- 
stimmbaren Ultrakurzpulslasers mit der Verwendung von non- descanned Detektoren 
(optimale Streulichtdetektion, Signal wird nicht iiber die Scanoptik geleitet) zur Aufzeichnung 
der Intensitaten des Fluorochroms / der Fluorochrome bei unterschiedlichen Wellenlangen. 
Eine Verwendung dieser Bilder erfolgt, um Anregungsspektren zu erstellen und fiber 
Regressionsanalyse die Anteile der Intensitaten einzelner Fluorochrome in einer mehrfach 
markierten stark streuenden Probe zu bestimmen. Die {Combination der Verwendung eines 
Ultrakurzpulslasers und der non- descanned Detektoren ermoglicht die Erfassung von Anre- 



l 



gungsspektren auch in stark streueriden Proben und die Auftrennung der Signale von stark 
iiberlappenden Emissionsspektren. 

Bei dem Verfahren wird folgendermafien vorgegangen: 
Erfassen der Anregungsspektren. 

Eine fluoreszierende Probe wird mit dem Multiphotonenlaser beleuchtet. Der Lichtstrahl wird 
mit Hilfe eines Scanners fiber die Probe gefiihrt. Das erzeugte Fluoreszenzsignal wird uber 
optische Elemente auf den non- descanned Detektor geleitet. Die gesamte Intensitat des 
Fluoreszenzsignals wird erf asst. Die Well enlange des Ultrakurzpulslasers wird in definierten 
Schritten variiert. Bei jeder Wellenlange wird wieder die gesamte Intensitat iiber den Detektor 
erfasst. Die bei jeder einzelnen Wellenlange erzeugten Abbildungen des Fluorezenzsignals 
(- werden in der Reihenfolge der Erfassung abgespeichert. 

^) Das Anregungsspektrum wird fur jedes Fluorochrom bestimmt. 

Die Fluoreszenzintensitat einer mehrfach gefarbten Probe wird unter den gleichen Bedingun- 
gen (Einstellung Laserintensitat, Abtastschritte, Detektoreinstellung) bestimmt. Die Anre- 
gungsspektren der einzelnen Fluorochrome werden zur Bestimmung des Anteils von 
Fluorochromen in der mehrfach markierten Probe mit Hilfe einer Regressionsanalyse (Schafer 
Patent) herangezogen. 

Ausfuhrungsbeispiel 

In der Abbildung Fig. 1 ist schematisch ein durchstimmbarer Kurzpulslaser KP dargestellt, 
der iiber einen dichroitischen Strahlteiler ST1 und eine X/Y Scanreinrichtiung SC 
( ein Praparat P bestrahlt. 

Neben einem wellenlangenselektiven Detektor MT hinter einer konfokalen Blende PH sind 
non- descanned Detektoren NDT1 und NDT2 vorgesehen, NDT1 fur von der Probe P 
kommendes angeregtes Licht einschliefilich Streulicht iiber einen Strahlteiler ST2 und NDT2 
fur Licht einschliefilich Streulicht, das in der Probe erzeugt wird und durch die Probe hin- 
durchgeht. Hier ist ein Anregungsfilter AF zur Blockierung des Anregungslichtes vorgesehen. 
Die Durchstimmung des Kurzpulslasers erfolgt beispielsweise in einem Wellenlangenbereich 
von etwa 700-900 nm, wobei z. B. Fluorophore mit einem Anregungsmaximum bei ca. 
750 nm und 800 nm zunachst wellenlangenabhangig bezuglich der mit NDT1 oder NDT2 
gemessenen Intensitat erfafit werden. 
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Sind diese beiden Fluorophore dann beide in einem Praparat vorhanden, wird bei Durchstim 
men des Lasers ein Mischspektrum aufgezeichnet, das anschlieBend durch Regressionsana- 
lyse separiert werden kann. 



Patentanspruche: 



1. . 

Verfahren zur Detektion und Auswertung des in einer fluoreszierenden Probe durch einen 
Kurzpulslaser erzeugten Lichtes, 

wobei mindestens ein erstes und ein zweites Fluorophor und / oder eine selbst fluoreszierende 
Probeseparat mit unterschiedlicher Wellenlange bestrahlt und das Probenlicht wellenlangen- 
abhangig mit mindestens einem non- descanned Detektor als Referenzspektxttm aufgezeichnet 
wird und bei Bestrahlung von mindestens zwei Fluorophoren und / oder selbst fluoreszieren- 
den Proben gleichzeitig axis dem gemessenen Spektrum und den Refer enzspektren durch 
Regressionsanalyse eine Trennung in Einzelspektren vorgenommen wird. 

2. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei in mindestes einem WL - Bereich die Wellenlange des 
Kurzpulslaser kontinuierlich geandert wird. 

3. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei eine scannende Abtastung zumindest eines Teils 
der Probe erfolgt und fur die jeweils eingestellte Wellenlange ein Fluoreszenzbild der Probe / 
des Teils der Probe detektiert und abgespeichert wird. 
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